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Betere behandeling van
resistente tuberculose
door resistentiebepaling

De auteur promoveerde december vorig jaar op ‘Drug susceptibility testing for optimising tuberculosis treatment'.

Hij keek naar verschillende moleculaire methoden om resistente tuberculose vast te stellen. Ook onderzocht hij

medicijnen die voor andere ziekten gebruikt worden op werkzaamheid tegen multiresistente tuberculose.

USCEPTIBILITY
FOR OPTIMISING
LOSIS TREATMENT

SAMI SIMONS

Omslag van het proefschrift waarop de
auteur 10 december 2015 promoveerde
aan de Radboud Universiteit Nijmegen.

16

e opkomst van multiresistente tuber-

culose vormt een wereldwijde bedrei-

ging voor de bestrijding van tuber-
culose. Resistentiebepalingen zijn essentieel
om de juiste therapie te bepalen. Welke re-
sistentiebepalingen het beste gebruikt kunnen
worden, hangt af van het resistentieniveau in
de populatie, de patiéntenselectie en het ge-
zondheidszorgsysteem. Daarnaast moeten de
betrouwbaarheid en validiteit van de verschil-
lende resistentiemethoden, onder praktijkom-
standigheden en in verschillende epidemiolo-
gische settings, goed ingeschat worden.

Resistentiebepalingen worden traditioneel
verricht op vaste media, zoals een Léwenstein-
Jensen medium. Semiautomatische systemen
op basis van vloeibare kweekmethoden,
zoals het 'Mycobacteria Growth Indicator
Tube' (MGIT) 960 systeem, hebben de diag-
nostiek van resistentie versneld van maanden
naar weken. Helaas is diagnostiek via deze
vloeibare kweekmethoden in de meeste set-
tings nog niet snel genoeg. Hiervoor zullen
moleculaire technieken noodzakelijk  zijn.
Deze bestaan uit het bepalen van specifieke
mutaties in het genoom van M. tuberculosis
die zijn geassocieerd met resistentie. Voor-
beelden hiervan zijn mutaties in het rpoB-gen,

die zijn geassocieerd met resistentie tegen

rifampicine, en mutaties in het pncA-gen die
coderen voor het enzym pyrazinamidase, es-

sentieel voor de activiteit van pyrazinamide.

Pyrazinamide is een belangrijk eerstelijns
tbc-medicijn. De diagnostiek naar pyrazina-
mide-resistentie wordt bemoeilijkt door een
hoog percentage fout-positieve uitslagen in
de fenotypische resistentiemethoden. We
hebben een algoritme beschreven voor het
bepalen van pyrazinamide-resistentie op basis
van een combinatie van moleculaire en feno-
typische methoden.

Onze hypothese was dat mutaties in het
pncA-gen konden voorspellen of een fenoty-
pische kweekuitslag (MGIT 960) fout-positief
of terecht-positief zou zijn. Dit hebben we
onderzocht in 1.650 M. tuberculosis-isolaten
die tussen 2008 en 2009 naar het RIVM wa-
ren gestuurd voor resistentiebepaling. In 69
van de 1.650 isolaten werd resistentie tegen
pyrazinamide waargenomen na een eerste
MGlIT-analyse. Van de 69 bleken er echter bij
hernieuwde analyse 47 toch gevoelig te zijn
voor pyrazinamide (68% fout-positieven). De
sensitiviteit van een pncA-mutatie voor het
bepalen van een terecht-positieve pyrazina-
mide-resistente MGIT-uitslag was 73 procent
en de specificiteit was 100 procent. De posi-
tief voorspellende waarde was 100 procent
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en de negatief voorspellende waarde was 89
procent. We concluderen dat pncA-mutaties
resistentie tegen pyrazinamide nauwkeu-
rig kunnen voorspellen en we adviseren om
een pncA-mutatieanalyse in te zetten in elk
M. tuberculosis-isolaat met een eerste pyra-

zinamide-resistente MGIT-uitslag.

Het opsporen van pyrazinamide-resistentie
gebeurt in laagprevalentie landen voorname-
lijk met het vloeibare kweeksystemen, zoals de
MGIT 960. Snellere, moleculaire screenings-
methoden worden bij voorkeur gebruikt in
landen met een hoge prevalentie voor multi-
resistente tuberculose. We hebben een der-
gelijk moleculair algoritme ontwikkeld waar-
mee pyrazinamide-resistente multiresistente
M. tuberculosis opgespoord kan worden.
Onze hypothese was dat een mutatie in zowel
het rpoB- als het pncA-gen voorspellend zou
zijn voor een pyrazinamideresistente, multi-
resistente M. tuberculosis-stam. Om dit te
onderzoeken hebben we het pncA-gen gese-
quencet van 83 M. tuberculosis-isolaten met
een rpoB-mutatie. Deze waren tussen 2007
en 2011 ingestuurd naar het RIVM.

De moleculaire uitslag werd vergeleken met
fenotypische resistentiebepalingen tegen ri-
fampicine, isoniazide en pyrazinamide. Py-
razinamide-resistente multiresistente tuber-
culose werd gezien in 31 isolaten (48%). De
sensitiviteit van de moleculaire analyse voor
de detectie van pyrazinamideresistente multi-
resistente M. tuberculosis was 97 procent, de
specificiteit was 94 procent, de positief voor-
spellende waarde was 91 procent en de ne-
gatief voorspellende waarde was 98 procent.
Pyrazinamide-resistente multiresistente M.
tuberculosis kan dus nauwkeurig worden be-
paald met moleculaire technieken. We advise-
ren dan ook een pncA-mutatieanalyse uit te
voeren in elke isolaat met een rpoB-mutatie.

Er zijn verschillende technieken beschik-
baar voor het bepalen van resistentie tegen
tweedelijns tbc-medicatie. We hebben in een
van de studies meerdere moleculaire en feno-
typische technieken met elkaar vergeleken.
De resultaten van de verschillende technieken
kwamen volledig overeen voor amikacine,
capreomycine, moxifloxacine, rifabutin, line-
zolid en clofazimine. Voor prothionamide zou
een onderscheid gemaakt moeten worden
tussen gevoelige, intermediaire en resisten-
te stammen. Op basis van deze resultaten
hebben we verschillende nieuwe breekpunt-
concentraties kunnen voorstellen voor het
MGIT 960 systeem.

De meeste studies naar de effectiviteit van
moleculaire screeningsmethodes voor het be-
palen van resistentie, zoals de MTBDRplus- en

HERGEBRUIK VAN BESTAANDE
MEDICIJNEN ALS TBC-MEDICATIE

IS EEN ALTERNATIEVE STRATEGIE

de MTBDRs/-test, zijn verricht in landen met
een hoge prevalentie voor resistentie. De
bruikbaarheid van deze testen in landen met
een lage prevalentie, zoals Nederland, is niet
goed onderzocht. We hebben in dit proef-
schrift de nauwkeurigheid van de MTBDR-
plus- en de MTBDRs/-test bepaald in respec-
tievelijk 2.649 en 74 klinische isolaten die naar
het RIVM waren ingezonden (2007-2012)

voor het bepalen van resistentie tegen eerste-

lijns en tweedelijns tbc-medicatie.

De resultaten in de tabel hierboven laten zien
dat zowel de MTBDRplus- als de MTBDRs/-
testen gebruikt kunnen worden voor de snel-
le detectie van resistentie tegen eerstelijns en
tweedelijns tbc-medicatie. De hoge negatief
voorspellende waarde suggereert dat deze
testen bij voorkeur ingezet moeten worden
om resistentie uit te sluiten in landen met een
lage prevalentie van resistentie, zoals Neder-
land.

Het hergebruiken van bestaande medicatie
als tbc-medicijnen is een alternatieve strategie
voor medicijnontwikkeling. Voorbeelden van
zulke hergebruikte tbc-medicijnen zijn linezo-
lid en moxifloxacine, die aanvankelijk ontwik-
keld waren voor andere infectieziekten.

Een van onze studies toonde het potentieel
aan van phenothiazines, die effluxpompen
kunnen blokkeren in zowel mycobacterién
als macrofagen, en SILA 421. Mogelijkheden
tot optimalisatie van deze middelen liggen op
het gebied van ‘drug engineering'. Deze ef-
fluxpomp-remmers zouden ook ingezet kun-
nen worden om de gevoeligheid voor andere
tbc-medicatie te verhogen.

Ook andere geneesmiddelen zoals fusi-
dinezuur, nitrofurantoine, co-trimoxazol,
mefloquine, amoxicilline met clavulaanzuur
en meropenem toonden enige antimyco-
bacteriéle activiteit. De uitkomsten van deze
studie suggereren dat er nog mogelijkheden
zijn deze medicijnen, of een structuurana-
loog, te herpositioneren als tbc-medicatie.
Bovendien vraagt dit om een herwaardering
van andere medicijnklassen als potentiéle
tbc-medicijnen.
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